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VlllrC and bond the Factor VIII through strong hydrophobic interactions; and (c) the 
immunoadsorbent Factor VIII solution is eluted. 

(57) Abrege 



.2 

— .aa 
* c 



0.t 



0.2 



00 




25 50 75 lOO 125 150 T75 200 225 23D 275300 
Temps de conracr FVtU /Anricorps (minutts) 



L'invention conceme un procede de preparation de Facteur VIII de tres haute 
purete a partir d'un melange aqueux complexe, contenant du Facteur VIII complexe au 
Facteur von Willebrand, procede comprenant une etape d'immunoadsorption sur un 
anticorps monoclonal anti-Facteur VIII, caracterisee en ce que: a) on ajoute audit me- 
lange aquex complexe des ions divalents en quantite suffisante pour obtenir la dissocia- rrmtMmm cmct -m (•iiuit««» 
tion du complexe Facteur VIII-Facteur von Willebrand; b) on met en contact le melange contenant le Facteur VIII avec un im- 
munoadsorbant constitue d'un anticorps monoclonal anti-Facteur VIII immobilise par liaison covalente sur un support rigide, 
[edit anticorps monoclonal etant chosi tel qu'il soit dirige contre la chaine legere du Facteur VIII et ait a la fois une aptitude a 
inhiber I'activite coagulante du Facteur VIII:C et a lier le Facteur VIII par de fortes interactions hydrophobes; c) on elu la solu- 
tion de Facteur VIII de Timmunoadsorbant- 
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1 

PROCEDE DE PREPARATION DE FACTEUR VIII DE TRES HAUTE 
PURETE COMPRENANT UNE ETAPE RAPIDE D ' IMMUNOADSORPTION 

L'invention a pour objet un procede de preparation de Facteur 
de tres haute purete a partir d'un melange aqueux complexe 
comprenant du Facteur VIII. 

De nombreux precedes ont deja ete decrits, visant a preparer des 
5 formes purifiees de Facteur VIII humain, en raison de rimportance 

industrielle de ce facteur pour les hemophiles et surtout, de la necessite de 
disposer de Facteur VIII depourvu de contaminants* 

Suivant les utilisations envisagees, une purete plus ou moins 
grande est requise, soit que le Facteur VIII soit destine a etre utilise tel 
10 quel dans une forme de purete intermediaire, soit qu'un etat de purete 
intermediaire constitue justement un etat transitoire avant le mise en 
oeuvre d'etapes ulterieures de purification plus poussee. 

Pour preparer du Facteur VIII de tres haute purete, c'est-a-dire 
une purete correspondant a une activite specifique comprise entre environ 
15 2000 et environ 6000 Ul/mg de proteines, un certain nombre de procedes 
proposent de mettre en oeuvre, a partir de diverses sources de Facteur VIII, 
une etape d'immunoadsorption utilisant comme immunoadsorbant un 
anticorps monoclonal anti-Facteur VIIL 

Ainsi, la publication du brevet europeen EP-A-0 286 323 decrit 
20 un procede de purification de Facteur VIII a partir d'un melange de 
polypetides qui comprend une etape d'immunopurif ication puis d'elution de 
la solution purifiee de Facteur VIII, suivie d'une etape de chromatographic, 
I'etape d'immunopurif ication consistant a mettre en contact ledit melange 
avec un anticorps monoclonal anti-Facteur VIII, a laver le produit adsorbe 
25 pour eiiminer le Facteur von Willebrand, puis a eluer la solution de Facteur 
VIII pour desorber le Facteur VIII de Tanticorps monoclonal anti-Facteur 
VIIL 

En effet, dans tous les melanges complexes contenant du Facteur 
VIII, tels que le plasma, le cryoprecipite remis en solution, les concentres 
30 de purete mtermediaire ou encore les surnageants de culture qui 
contiennent du vWF destine a stabiliser le Facteur VIII, le Facteur VIII se 
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trouve complexe a son transporteur nature! qui est le facteur \or\ 
Willebrand (vWF). Ce complexe de haut poids moleculaire (20,10 D) est 
stable et ne se dissocie qu'en presence d'lons divaients tels que le Ca , 
\^g'*, Mn**, a des concentrations generaiement superieures a 0,25 M. Le 
5 Facteur VIII est lui-menne forme d'une chalne lourde et d'une chalne legere 

associees par rintermediaire d'un ion calcium, 

Dans les conditions indiquees dans le document cite ci-dessus, on 
a constate que les temps necessaires pour mettre en contact la totalite du 
melange complexe a purifier avec ['immunoadsorbant sont relativement 
10 importants, de I'ordre de 15 a 30 heures, Ces durees sont probablement 
dues au fait que le Facteur VIII est mis en contact avec Timmunoadsorbant 
alors qu'il se trouve sous sa forme compiexee au Facteur von Willebrand, ce 
qui tend a ralentir le processus. Ces conditions sont egalement souvent 
associees a un rendement assez faible, une partie non negligeable de 
15 Facteur VIII restant fixee sur Timmunoadsorbant ou meme etant tres 
rapidement destabilisee avant meme de pouvoir se fixer. 

L'invention se propose de fournir des moyens pour obtenir plus 
rapidement et eventuellement avec un meiileur rendement que par les 
procedes connus, un Facteur VIII de tres haute purete, a partir de sources 
20 diverses de Facteur VIII. 

L'invention se propose egalement de fournir un precede de 
purification de Facteur VIII a partir d^un melange aqueux complexe qui met 
en oeuvre une etape dUmmunoadsorption, qui remedie aux mconvenients 
des procedes connus, et ce, quelle que soit la nature du melange aqueux 

25 complexe de depart. 

L*inventeur a maintenant decouvert que, de fagon surprenante, ce 
but est aiteint lorsque, prealablement a I'etape d*immunoadsorption avec 
un immunoadsorbant contenant un anticorps monoclonal anti-Facteur VIIl, 
le melange aqueux complexe est mis en presence d'lons divaients en 

30 quantite suffisante pour obtenir la dissociation du complexe Facteur 
VIII-vWF. ranticorps monoclonal anti-Facteur VIIl etant par aiUeurs choisi 
tel qu'il est dirige conre la chaine legere du Facteur VIII et a a la fois une 
aptitude a inhiber I'activite coagulante du Facteur VllhC et a lier le 
Facteur VHI par des fortes interactions hydrophobes. 
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C*esT pourquoi I'invention a toui d'abord pour objet un precede 
de preparation de Facteur VIII de tres haute purete a partir d'un melange 
aqueux compiexe contenant du Facteur VIII complexe au Facteur von 
Willebrand, comprenant une etape d'immunoadsorption sur un anticorps 
5 monoclonal anti-Facteur VIII, caracterise en ce que : 

a) on ajoute audit nnelange aqueux complexe des ions divalents 
en quantite suffisante pour obtenir la dissociation du complexe Facteur 
VIII-Facteur von Willebrand ; 

b) on met en contact le melange obtenu en a) avec un 
10 immunoadsorbant constitue d*un anticorps monoclonal anti-Facteur VIII 

immobilise par liaison covalente sur un support rigide, ledit anticorps 
monoclonal etant dirige contre la chalne legere du Facteur VIII et ayant a 
la fois une aptitude a inhiber Tactivite coaguiante du Facteur VlllrC et a 
lier le Facteur VIII par des fortes interactions hydrophobes ; 
15 c) on elue de Timmunoadsorbant la solution de Facteur VIII 

obtenue. 

Ainsi, il est du merite de Tinventeur d'avoir etabli que en 
choisissant correctement I'anticorps monoclonal, il etait possible de mettre 
en oeuvre Tetape d'immunoadsorption dans des conditions de dissociation 

20 du complexe Facteur VIII-vWF et, par la meme, de diminuer de fa?on 
considerable le temps de contact entre le melange complexe a purifier et 
['immunoadsorbant. 

Par temps de contact, on entend le temps necessaire a la mise en 
oeuvre de Tetape b), jusqu'a fixation de la totalite du Facteur VIII present 

25 dans le melange compiexe, determine pour une quantite de Facteur VIII par 
mg d'anticorps monoclonal allant de 200 a 600 Ui. 

En se fixant sur la chalne legere du Facteur VIII, I'anticorps 
monoclonal inhibe I'activite coaguiante par biocage du site deactivation par 
la thrombine. Ceci conduit a une stabilisation du Facteur VIII et peut dans 

30 certains cas contribuer a une amelioration du rendement de I'etape 
d'immunoadsorption* 
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En outre, dans les conditions indiquees, on constate que seul le 
Facteur VIII se fixe sur i'anticorps monoclonal. 

On constate que selon I'invention, il est possible d'avoir des 
temps de contact inferieurs a 1 heure et 30 minutes, et meme parfois 
5 inferieurs a 1 heure. 

Avantageusement, le procede selon I'invention s*applique a 
differents melanges aqueux complexes, notamment : le plasma, le 
cryoprecipite remis en solution, un concentre de purete intermediaire, un 
concentre de haute purete, un surnageant de culture contenant du Facteur 
10 VIII recombinant. 

Les* concentrations d'ions divalents necessaires pour obtenir la 
dissociation du complexe FVIII-vWF dependent a la fois de la nature des 
ions utilises ainsi que de la source de Facteur VIII utilisee comme melange 
complexe de depart. En pratique, une concentration allant de 0,1 a 0,6 M, 
15 de preference de 0,2 a 0,^ M convient particulierement bien. 

Le concept a la base de I'invention repose sur la decouverte 
qu'avec des anticorps monoclonaux anti-Facteur VIII presentant certaines 
caracteristiques precises, il est possible d'eviter les inconvenients 
habituellement lies a une concentration elevee d'ions divalents dans le 
20 melange a purifier, 

Ces inconvenients sont iliustres par la figure I qui montre en 
effet qu'en presence de sels dissociants tels que CaCl2? MgCl2j on obtient 
une quantite plus faible de Facteur VIII apres une heure d'incubation, que 
lorsque le cryoprecipite est tel quel (exemple temoin). 
25 Tous ies ions divalents ayant un effet de force ionique peuvent 

etre utilises, De fagon non limitative, on peut citer les ions Mg**, Mn , 
Ca"*"^, Ba"^*^. Cependant, on utilisera de preference ies ions Ca^"^, plus 
particulierement sous la forme CaCl2 gluconate de calcium ou sels 
apparentes* 
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En ce qui concerne le melange aqueux de depart, il est preferable 
qu'il soit autant que possible debarrasse de ses contaminants eventuels 
avant Tetape d'immunoadsorption. C'est pourquoi, on precede avantageu- 
sement a une inactivation virale, Une telle operation peut par exemple etre 
5 realisee selon ie procede decrit dans les brevets US ^ 481 189 et US 5^0 

573 qui utilisent un melange solvant et detergent tel que le melange Tween 
80/TnBP (Tri-n-butyl phosphate). 

La nature et les quantites de solvant et detergent a utiliser en 
pratique dependent a la fois de la nature du melange aqueux complexe et 
iO de la nature des solvants et detergents. 

D'une maniere generale, il est avantageux de proceder a une 
inactivation virale de tous les produits qui interviennent dans la mise en 
oeuvre du procede, c'est-a-dire notamment du support d'immobiiisation des 
anticorps monoclonaux, comme des anticorps monocionaux eux-memes-. 
15 Pour preparer Timmunoadsorbant utiiisable seion Tinvention, on 

prepare d'une part un support d'immobilisation des anticorps monoclonaux 
et d'autre part, les anticorps monoclonaux eux-memes, 

Differents supports tels que les bilies d'agarose, d'acrylamide, de 
silice, de polymeres synthetiques ou encore a base de melange de ces 
20 substances peuvent etre actives avec differents types de reactifs chimiques. 

On utilisera de preference des gels de tres forte porosite, notamment des 
gels d'acrylamide. On peut citer en particulier le gel forme d*un melange 
de dextran et d'acrylamide Sephacryl SIOOO, commercialise par la societe 
Pharmacia, que I'on active avec de la benzoquinone selon une technique 
25 classique decrite par Brandt et al, Bioch. Biophys. Acta, 1975, 386, 192-202. 

En general, apres elimination par differents lavages des 
groupements non reactifs, le gel active est mis en contact avec la solution 
d'anticorps monoclonal. Afin de minimiser les fuites d'anticorps, il est 
preferable que le taux d*anticorps a immobiliser ne soit pas trop eleve. 
30 C'est pourquoi, la concentration d'anticorps monoclonal est de preference 
de 0,1 a 5 mg/ml de gel, plus preferentiellement encore de 0,3 a 1 mg/ml. 
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Ensuite, apres une certaine duree de reaction de Tordre de 2k heures. les 
proteines en exces soni eliminees par lavage. Les Sites actives restants sont 
bloques par addition de tampons, par exennple des tannpons contenant de la 
glycine, de rethanoiamine ou encore du Tris. 

5 Pour preparer les anticorps monocionaux (ACM), les cellules 

productrices de i'anticorps sont cuitivees, soit in vivo chez des souns 
Balb/C, soit de preference in vitro dans un cytoculteur dans un milieu 
approprie. Les ACM sont done purifies a partir soit de liquides d'ascites, 
soit de surnageants de culture. On utilisera de preference des ACM tels que 

10 decrits dans la publication de M, P. Croissant et al, Thrombosis and 
Haemostasis 56(3) 271-276, 1986, c'est-a-dire qui fixent 100 % de Facteur 
VIII en presence de CaCl2 a une concentration de 0,25 M et plus 
particulierement encore 1*ACM designe sous I'appellation 463A8 dans cette 
publication. 

1-5 Enfin, selon un mode de realisation avantageux de I'invention, 

cette etape d'immunopurification est suivie d*une etape de chromatogra- 
phie d'affinite, de preference sur un echangeur d'ions anioniques. Cette 
etape de chromatographic vise a la fois a concentrer le Facteur VIII et a 
eliminer les anticorps monocionaux d'origine murine qui auraient pu 

20 contaminer le produit. 

L'invention a plus particulierement pour objet le procede tei que 
decnt precedemment, dans iequel en tant que melange complexe de depart, 
on utilise le plasma humain, Dans ces conditions, prealablement a Tetape 
b), on ajuste le pH aux environs de 6,5 a 6,8. Dans ce cas egalement, il sera 

25 preferable, lorsqu'on effectue une inactivation virale, d'utiliser des 
quantites plus importantes du melange d'inactivation virale approprie que 
celles utilisees pour les autres melanges complexes. 

D'autres caracteristiques et avantages de I'invention apparaitront 
au cours de la description detaillee suivante de differents modes de 

30 realisation de I'invention, 
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Les figures 1 a ^ ilJustrent rinvention. 

La figure i represente revolution de la quantite de Facieur VIII 
present dans un cryoprecipite en fonction du temps d'incubation de ce 
cryoprecipite avec differents ions monovalents et divalents, le temoin etant 
5 le cryoprecipite. 

La figure 2 represente revolution de la quantite de Facteur VIII 
non adsorbe sur une colonne d'immunoaff inite comprenant les ACM 
anti-Facteur VIII en fonction du tennps de contact entre le Facteur VIII et 
I'ACM considere, dans des conditions dissociantes et non dissociantes, le 
10 melange compiexe de depart etant un concentre de purete intermediaire 
inactive viral ement. 

La figure 3 represente la meme evolution que celle presentee a 
la figure 2, le melange compiexe de depart etant le plasma. 

La figure ^ represente la meme evolution que celle representee a 
15 la figure 3, mais en comparant I'effet des ions divalents et monovalents, le 
melange compiexe de depart etant un concentre de purete intermediaire. 

Comme indique ci-dessus, rinvention peut etre mise en oeuvre a 
partir de diverses sources de Facteur VIII, qui peuvent etre preparees de la 
fa<;on suivante avant Tetape d*immunoadsorption. 
20 a) plasma 

Le plasma est decongele rapidement* Apres addition des ions 
divalents et eventuellement d'un melange inactivation virale, il est mis en 
contact avec rimmunoadscrbant. 
b) cryoprecipite 

25 Pour preparer un cryoprecipite, on centrifuge du sang humain 

collecte en presence de citrate de sodium, afin d'eiiminer la fraction 
cellulaire. Le plasma obtenu est congele a -40°C dans des poches 
plastiques. On procede ensuite en trois etapes successives pour obtenir le 
cryoprecipite : 

30 - Predecongelation du plasma : il est rechauffe progressivement 

de maniere a ce que sa temperature passe de -^O^C a -ll^'C en S heures : 
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- Decongelation du plasma : on elimine les poches plasriques puis 
on place le plasma congele dans un broyeur pendant environ 2 minutes. On 
maintient la temperature de ia suspension obtenue entre 0 et G,5°C ; 

- Separation du cryoprecipite : on centrifuge la suspension a une 
5 temperature comprise entre I et ^°C. 

Ensuite, il est generalement resuspensdu dans un tampon tel que 
Tris-HCl 0,025 M pH 7. Apres dissolution, 98 g (3% partie/volume) 
d'AKOH)^ sont ajoutes par kg de cryoprecipite de depart. Apres 10 mn 
d'agitation, le melange est centrifuge a 3000 g. Le surnageant est 
10 eventuellement inactive viralement puis les ions dissociants sont ajoutes et 
la solution est mise en contact avec i*immunoadsorbant. 
c) Facteur VIII de purete intermediaire 

Le cryoprecipite est remis en suspension dans un tampon puis les 
proteines contaminantes sont eliminees et le Facteur VIII peut etre 
15 recupere sous forme d*une solution concentree ayant une activite specif ique 
aux environs de 1 Ui/mg. L'inactivation virale et la dissociation du Facteur 
VIII peuvent etre realisees comme pour la preparation du cryoprecipite. 

Pour Tensemble des exemples de realisation qui vont suivre, la 
preparation de I'immunoadsorbant se fait dans les conditions indiquees 
20 ci-apres : 

Obtention des anticorps monoclonaux 
1* - Immunisation 

Une souris Balb/c est immunisee de la fagon suivante, avec un 
Facteur VIII purifie de la fagon decrite dans la publication M,P. Croissant 
2 5 et ai, deja citee. 

Semaines 1 et ^ : Injection sous cutanee de 150 jjl d*AL(OH^) contenant 

50 UI de Facteur VIII ; 
Semaine 8 : Injection par voie intraveineuse de 50 UI de Facteur VIII, 
3 jours apres la derniere injection, Tanimal est sacrifie pour 
30 le prelevement de la rate. 

2° - Fusion et production d'hybridomes murins 
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Les splenocytes murins sont fusionnes avec des cellules 
myelomateuses NSl dans un rapport 10:1. 

Les cellules sont par la suite selectionnees sur un milieu HAT 
puis testees quant a leur aptitude a secreter des anticorps repondant a ces 
5 deux criteres : 

- Aptitude a inhiber Tactivite coaguiante du Facteur VllhC 
et - Aptitude a lier le Facteur VIII par de fortes interactions 

hydrophobes. 

Les cellules repondants a ces criteres ont ete donees par dilution 

10 limite. 

582 hybrides ont ete ainsi testees, 20 % des surnageants 
cellulaires contiennent des anticorps anti-Facteur von Willebrand et 2,5.% 
des anticorps anti-Facteur VIII:C, Parmi les lignees stables apres clonage, 
et secretant un anticorps anti-Facteur VllhC la lignee CAG-l ^63A8 a ete 
15 selectionne (M.P. Croissant et al, deja citee). 

30 . Preparation des anticorps monoclonaux 

Les cellules productrices sont cultivees in vivo dans un 
cytoculteur dans un nnilieu approprie. 

Le protocole de purification suivant peut etre applique. 
20 1. Separation des cellules et debris cellulaires par une 

filtration tangentielle sur 0,^^5 puis 0,22 m ; 

2. Concentration 10 fois du surnageant de culture par ultrafil- 
tration. 

3. Chromatographie sur proteine A Sepharose FF commer- 
25 cialisee par la societe Pharmacia. 

Ajustement du pH et de la resistivite de Teluat de la 

proteine A Sepharose. 

5. Chromatographie d'echange d'ions anioniques par exemple 

sur Q Sepharose FF. 
30 6. Dialyse et ultrafiltration pour ajuster le taux d'anticorps a 

la concentration voulue. 
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7. Inactivation vtrale de la soiurion d'anticorps par pasteun- 

sation. 

S. Congelation a -80°C jusqu'a liberation du lot apres controle. 

Innmobilisation de Tanticorps monoclonal 

Apres lavage avec des tampons de pH extreme (pH et pH 9) et 
des agents chaotropes, c'est-a-dire des agents susceptibles de casser les 
interactions hydrophobes, afin d'eliminer les molecules fixees de fa<;on 
aspecifique, le gel d'immunoaffinite est stocke a en presence d'agents 
empechant la croissance des microorganismes. 

De preference, avant son utilisation, le gel est mis a incuber 
pendant 2^ heures en presence d'un melange d'inactivation viraie tel que 
cite precedemment. 



Tampons utilises dans les exemples ; 
Immunoaffinite : 

- tampon d*equilibrage (tampon A) : 

Imidazole-HCl 20 mM, pH 6,8 ; NaCl 150 mM, 

- tampon d'eiution (tampon B) : 

Imidazole 10 mM pH 7, NaCl 0,075 M, ethylene glycol 50 %, 
Tween 80 1 %. L'ajout d*un detergent dans le tampon d'eiution est 
particulierement avantageux et il permet d'ameliorer encore le rendement 
de i'etape. 

Chromatographie par echange d'ions 

- tampon d'equilibrage (tampon C) : 

Tris-HCl 20mM, pH7, NaCl 0,27 M, 

- tampon d'eiution (tampon D), 

glycine 0,1 M, lysine 0,03 M, NaCl 0,05 M, CaCl2, 0,3 M, pH7 

- tampon de dialyse (tampon E) : 

glycine 0,1M, lysine 0,03 M, NaCl 0,2M, CaCI^ ImM, pH7. 
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Exemple de mise en oeuvre du procede a partir d'un concentre de purete 
mtermediaire 

14- kg de cryoprecipite, obtenus a partir de 52't 1 de plasnna ont 
ete remis en solution dans un tampon Tris 20 mM pH 7. Le pH de la soluton 

5 est ensuite ajuste a pH 7,1 et les principaux contaminants proteiques tels 

que fibronectine, fibrinogene, IgG sont elimines en deux temps : une 
premiere precipitation a I'heparine obtenue par ajout de 2«f unites 
d'heparine par ml de solution a 20<'C, et le precipite forme est elimine par 
centrifugation ; ensuite, on ajoute 22 g de gel d'hydroxyde d'aluminium par 

10 litre de solution, puis on abaisse le pH a 6,00. Le precipite forme est 
elimine par centrifugation. 

On ajoute du CaCl2 jusqu'a atteindre une concentration finale de 
0.2 5M puis on ajoute un meiange d'inactivation virale a une concentration 
de 1% de Tween 80 et 0,3 % de TnBP, puis on incube pendant 6 heures a 

15 2it''C. 

La solution est alors prdte pour I'etape d'immunoadsorption. 
L'immunoadsorption est ensuite realisee de ia fagon suivante : 
Pour preparer la colonne, on la remplit avec 1,2 1 du gel 
d'immunoaffinite (le Sephacryl SIOOO active a la benzoquinone) ou se 
20 trouve fixe I'anticorps monoclonal '^63A8 a une concentration de 0,5 mg/ml 
de gel en presence du melange d'inactivation virale deja decrit. La colonne 
est conservee ainsi 2i^ heures a 20''C, puis transferee dans une zone hors 
virus (ZHV) ou le gel est equilibre par 10 volumes colonne de tampon A. 
23,5 1 de la solution de Facteur VIII prepurifiee, obtenue precedemment 
25 sont injectes dans ia colonne a un debit de 16 volumes colonne/heure. 

Les proteines non retenues sont eliminees par lavage de 
I'immunoadsorbant avec 10 volumes colonne de tampon d'equilibrage A avec 
un debit de 16 volumes colonne/heure. 

Le Facteur VIII est elue avec 6,5 volume colonne d'un tampon B 
30 avec un debit de 8 volumes colonne/heure. 
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L'etape d'immunopurificanon est suivie d*une etape de chroma- 
rographie d'echange dUons, selon laquelle 900 ml de Q Sepharose FF (gel 
commercialise par Pharmacia) sont places dans une colonne en presence 
d'ethanol a 20 % puis laves successivement avec 2 1 NaOH 0,5 
5 1 d'eau distillee, 3 1 NaCl 2M, 5 i d'eau distillee, puis enfin, equilibres 
avec 7 1 du tampon C- L'eluat recupere de la colonne d'immunoaf finite est 
alors injecte a un debit de 12 1/h. A la fin de I'injection, le gel est lave 
avec 9 1 de tampon d'equilibrage A. Le Facteur VIII est elue avec 3 1 de 
tampon d^elution D a un debit de 6 I/h. Ensuite, pour preparer du Facteur 
VIII pret a la commercialisation, on dialyse la solution de Facteur VIII 
obtenu apres addition d*albumine contre 6 volumes d*un tampon E a un 
debit de 15 1/h. La solution est ensuite filtree sterilement, repartie en dose 
unitaire puis lyophilisee. 

Le temps necessaire pour charger la solution de Facteur VIII 
(32^.5 UI de Facteur VIII par mg d'anticorps monoclonal]dans la colonne 
d'immunoaffinite est de 1 h 20 mn, le lavage dure ^5 mn et Telution dure 
58 mn. 

Le tableau suivant represente les differentes caracteristiques du 
precede selon i'invention, Les resultats comportent a la fois le rendement 
de chaque etape du procede et le rendement global du procede. 
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Un exemple comparanf a ete realise dans les conditions 
indiquees dans le document EP-A-G 2S6 323, c'est-a-dire que rimmuno- 
punfication ne comporte pas Tetape a) mais comporte apres I'etape b) une 
etape supplementaire pour eliminer le Facteur von Willebrand. Dans ces 
conditions, le temps necessaire pour charger la solution de Facteur VIII 
dans la colonne est de 27 heures, le lavage comportant la necessite 
d'eliminer le Facteur von Willebrand dure 10 heures et I'eiution dure 3 h 20 
minutes. Le gain de temps obtenu selon Tinvention est done signif icatif. 

Get exemple est par ailleurs illustre par la figure 2 qui montre 
bien qu'apres 50 mn de contact selon invention, 10 % environ de Facteur 
VIII seuiement n'est pas adsorbe, aiors que ce pourcentage s'eleve a pres de 
65 % lorsque le Facteur VHI n'a pas ete prealablement dissocie. 

La figure iUustre par ailleurs I'interet de I'utilisation d'ions 
divalents plutot que d'autres ions, en particulier des ions monovalents tels 
15 que NaCl. En effet, meme si, d'apres la figure 1, iNaCl a tendance a 
destabiliser moms rapidement le Facteur VIII que CaCl2, le Facteur VIII est 
adsorbe beaucoup plus rapidement lorsqu'il a ete dissocie avec des ions 
divaients- 



10 



20 



Exemple de purification du Facteur VIII a partir du plasma 

^) Exemple comparatif, dans des conditions non dissociantes . 
1000 ml de plasma inactive viralement (Tween 80 2%, TnBP 
0,6 %) pH 6,8 sont mis a incuber avec 10 ml de gel d'immunoaf finite 
pendant 16 heures, soit 200 UI de Facteur VIII par mg d^anticorps 
25 monoclonal, I'ACM anti-Facteur VIII etant rACMiA63A8, a une concentra- 
tion de 0,5 mg/ml de gel. Cette duree est celle necessaire pour Tadsorption 
de 100 % de Facteur VIII present dans le milieu a + ii°C. Le gel est ensuite 
transfere en colonne, lave avec un tampon imidazole 20 mM, pH 7, NaCl 
0,15 M, jusqu'a elimination des proteines contaminantes (suivie par 
densitometrie jusqu'a annulation de la densite optique a 280 nm). 



30 
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Ensuite, le gel est lave avec un tampon imidazole 20 mM, pH 6,S, 
CaCl2 0,25 M, pour eiuer le vWF, Le Facteur VlII est elue ulterieurement 
avec un tampon imidazole 10 mM pH7 NaCl 0,075 M ethylene glycol 50 % 
Tween 80 I %. Le rendement en Facteur VIII est de 24 %• 
5 b) Seion I'lnvention 

A 1000 ml de plasma, on ajoute CaCl2 a une concentration finale 
de 0,113 vM, on inactive viralement le plasma avec un melange de 2 % de 
Tween 80 et de 0,6 % de TnBP, et on ajuste le pH a 6,8. 

On effectue I'immunoadsorption en colonne avec un debit de 120 
10 mi/cmVh, dans une colonne de 5 cm de diametre, ce qui correspond a un 
debit volumique de 2,4 l/heure et a un temps de charge de 25 mn pour I 1 
de plasma. Le rendement en Facteur VIH est de 61 %. 

Le meme essai repete 10 fois donne a chaque fois des rendements 
a peu pres constants, aussi bien pour Pexemple comparatif que pour 
15 I'exempie conforme a I'invention (respectivement 24,3 + 2,3 % et 61.1 
6,3 %). 

La figure 3 illustre bien cet aspect de Tinvention applique au 
plasma. Apres 25 mn pratiquement tout le Facteur VIII est adsorbe selon 
I'invention, tandis que pres de 70 % ne Test pas selon I'exempie comparatif. 

20 



25 



30 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de preparation de Facteur VIII de tres haute purete a 
partir d'un melange aqueux complexe, contenant du Facteur VIII complexe 
au Facteur von Willebrand, procede comprenant une etape d'immuno- 

5 adsorption sur un anticorps monoclonal anti-Facteur VIII, caracterise en ce 

que : 

a) on ajoute audit melange aqueux complexe des ions divalents 
en quantite suffisante pour obtenir la dissociation du complexe Facteur 
VIII-Facteur von Willebrand ; 

b) on met en contact le melange obtenu en a) avec un 
immunoadsorbant constitue d'un anticorps monoclonal anti-Facteur VIII 
immobilise par liaison covalente sur un support rigide, ledit anticorps 
monoclonal etant dirige contre la chalne legere du Facteur VIII et ayant a 
la fois une aptitude a inhiber Pactivite coagulante du Facteur VIII:C et a 

15 lier le Facteur VIII par de fortes interactions hydrophobes ; 

c) on elue la solution de Facteur VIII de Timmunoadsorbant ; 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que I'etape 
b) est poursuivie jusqu'a adsorption de la totalite du Facteur VIII present 
dans le melange complexe, 

20 3- Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que, pour 

200 a 600 UI de Facteur VIII par mg d'anticorps monoclonal, le temps de 
contact est inferieure a 1 heure 30 minutes, de preference inferieur a 1 
heure. 

^. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
25 que ledit melange est choisi parmi le plasma, le cryoprecipite remis en 
solution, un concentre de purete intermediaire, un concentre de haute 
purete, un surnageant de culture contenant du Facteur VIII recombinant. 

5. Procede selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
que les ions divalents sont ajoutes a des concentrations allant de 0,1 a 0,6 
30 M, de preference de 0,2 a 0,^^ M. 

6- Procede selon I'une des revendications I a 5, caracterise en ce 
que les ions divalents ajoutes a Tetape a) sont choisis parmi Mg , Mn , 
Ba'^, Ca"*. 
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7. Precede selon la revendication 6, caracterise en ce que les ions 

divalents sont les ions Ca . 

S. Precede selon I'une des revendications precedentes. caracterise 
en ce que ledit melange est inactive viralement. 
5 9. Precede selon i'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce 

que ledit support et/ou ledit anticorps monoclonal sont inactives 
viralement. 

10. Precede selon i'une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le support de Tetape b) comprend un gel de tres forte 

10 porosite. 

11. Precede selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il 

s'agit d'un gel d'acrylamide. 

12. Precede selon I'une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la concentration d'anticorps monoclonal est de 0,1 a 5 

15 mg/ml, de preference de 0,3 a 1 mg/ml. 

13. Precede selon I'une des revendications 1 a 12, caracterise en 
ce que ie melange complexe est le plasma humain et prealablement a 
I'etape b), on ajuste le pH aux environs de 6,5 a 6,8. 

[t^. Precede selon I'une des revendications precedentes, 
20 caracterise en ce que en tant qu'anticorps monoclonal anti-Facteur VIII, on 
utilise un anticorps monoclonal qui fixe 100 % de Facteur VIII, en presence 
de CaCl2 a une concentration de 0,25 M. 

15. Precede selon I'une des revendications 1 a 14, caracterise en 
ce que a I'etape c) on utilise un tampon d'elution qui comprend un 

25 detergent. 

16. Precede selon I'une des revendications precedentes caracte- 
rise en ce qu'il comprend une etape d) selon laquelle on chrematographie 
par echange d'ions la solution de Facteur VIII eluee a I'etape c). 
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